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論 文 内 容 要 旨
内軟骨性骨化は，未分化間葉系細胞が軟骨細胞へと分化し，増殖，肥大化および石灰化の一連の分
化過程を経た後に骨組織に置換される骨化様式である。内軟骨性骨化は，様々な転写制御因子が構築
する転写ネットワークと，それにより発現誘導される増殖因子やサイトカインにより調節されている
が，その詳細は未だ不明な点が多い。本研究では，内軟骨性骨化の分子基盤を明らかにすることを目
的に，マウスジェネティクスと遺伝子工学を融合させた遺伝子クローニングシステムの開発，内軟骨
性骨化に関与する新規転写制御因子の同定とその機能的役割の解明を行った。II型コラーゲン遺伝子
（Col２a１）プロモーターの制御下にVenus遺伝子を組み込んだトランスジェニックマウス（Col２a１-
Venus-TG）を作製した。胎生１２．５日齢のCol２a１-Venus-TGマウス肢芽からVenus陽性細胞および
Venus陰性細胞をFACS Ariaにより分離し，マイクロアレイ解析による遺伝子発現プロファイリング
を行った。その結果，軟骨細胞に高発現する転写因子としてフォークヘッド型転写因子Forkhead 
box c１（Foxc１）を同定した。胎生１４.５日齢マウス脛骨を用いたISH法により，Foxc１は軟骨組織に
高発現していることが明らかとなった。マウス初代培養軟骨細胞にFoxc１を過剰発現させ，軟骨細胞
分化マーカー遺伝子の発現を網羅的に解析した結果，PTHrPの著明な発現増加を認めた。Foxc１は
PTHrP遺伝子のプロモーター領域に存在するFoxc１結合配列（CTAAATAAC）に結合した。さらに，
Foxc１はインディアンヘッジホッグ（Ihh）のシグナル伝達分子Gli２と物理的に結合し，Gli２の
PTHrP遺伝子プロモーターへのDNA結合能を増強させたことから，Foxc１はIhhシグナルと協調的
作用を介してPTHrPの発現を制御していることが明らかとなった。顎顔面骨格形成異常を示す
Axenfeld-Rieger症候群の原因となることが報告されているForkheadドメイン内に存在する１１２番目
のフェニルアラニンがセリンに置換した変異型FOXC１（F１１２S）の作用メカニズムについて検討を
行った結果，F１１２S変異はPTHrP遺伝子プロモーターへのDNA結合能を保持するがGli２と結合でき
－ －69
ないため，PTHrPの発現誘導作用が顕著に減少していることが明らかとなった。以上の結果より，転
写因子Foxc１は内軟骨性骨化においてIhh-Gli２シグナルと協調的に作用することによりPTHrPの発
現を促進し骨格形成を制御していることが明らかとなった。また，Foxc１遺伝子変異によるIhh-Gli２
シグナルとの協調作用の減弱は，Axenfeld-Rieger症候群にみられる骨格形成異常の原因の一つと
なっている可能性が推察された。
審 査 結 果 要 旨
本論文は，軟骨内骨化の過程におけるFoxc１の分子機能について明らかにした論文である。
軟骨内骨化は，未分化間葉系細胞が軟骨細胞へと分化し，最終的には骨組織として置換される過程
である。特に軟骨細胞は，増殖，前肥大化，肥大化，石灰化へと，連続した組織特異的な分化過程を
示し，その中で，Sox９やRunx２/３などの転写制御因子が，この軟骨細胞分化の過程において重要で
あることが知られている。しかしながら，これら２つの分子で，全ての軟骨細胞分化過程を説明でき
るものではなく，新たな分子機構の存在が示唆されていた。
本論文では，この新たな分子機構を明らかにする目的で，Col２a１-venus遺伝子を導入したトラン
スジェニックマウスを作製し，venus遺伝子の発現の差による細胞ソートと，包括的な遺伝子解析の
組み合わせにより，Forkhead box c１ （Foxc１）遺伝子を同定した。Col２a１は，軟骨細胞に特異的
に発現する分子であり，このプロモーターを用いた細胞ソートは，軟骨関連細胞と非軟骨細胞の分離
を可能とし，この両者の遺伝子発現の差を解析することで，軟骨細胞特異的遺伝子スクリーニングを
可能とする。この分子スクリーニングで得られたFoxc１遺伝子は，in situ hybridization法による組織
発現解析から，軟骨組織に高発現し，また本遺伝子をマウス初代培養軟骨細胞に遺伝子導入した結果，
PTHrPの発現を促進することを明らかにしている。また，PTHrPの遺伝子発現を制御するプロモー
ター領域には，Foxc１の結合するコンセンサス配列が存在し，Ihh刺激により活性化されるGli２と共
同してPTHrPの遺伝子発現制御を行なっていることを明らかにした。具体的には，Foxc１はGli２と
直接結合し，Gli２のPTHrP遺伝子プロモーター領域への結合を促進させることで，PTHrPの遺伝子
発現の増強を示すことを生化学的なアプローチを用いて解明した。さらに，Foxc１遺伝子の変異に
よって生じるAxenfeld-Rieger症候群と同じ遺伝子変異を有する変異Foxc１遺伝子発現ベクターを用
いた解析では，変異Foxc１遺伝子がGli２と結合できないこと，その結果，PTHrPの発現が著しく減少
することを明らかにした。この発見は，顎顔面の骨格異常を示すAxenfeld-Rieger症候群の疾患発症
機序を分子レベルで解明した初めての成果といえる。
よって本論文は，Foxc１によるIhh-Gli２シグナルを介して軟骨分化の制御を初めて示した論文であ
り，博士（歯学）に相応しいものと判断する。
